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摘要 :【 目的 】 本 研究 旨 在 通过 克隆 革 果 过 蛾 Cydia pomonella 细胞 色素 P450 基因 CYP332A19 和 
CYP337B19 ,并 对 其 进行 序列 和 表达 分 析 , 以 更 好 地 了 解 这 两 个 P450 基因 在 植物 次 生物 质 解毒 方 
面 的 作用 ,为 进一步 的 功能 研究 提供 依据 。 【方法 】 采 用 本 地 BLAST 搜索 苹果 吉 蛾 转录 组 数据 库 获 
得 细胞 色素 P450 基因 cDNA 序列 ,采用 RT-PCR 技术 克隆 目的 基因 的 编码 区 。 利 用 生物 信息 学 软 
件 分 析 目的 基因 的 序列 特征 及 与 其 他 近 缘 物种 的 PASO 基因 的 系统 进化 关系 。 采 用 RT-qPCR 技术 
测定 目的 基因 在 苹果 过 蛾 不 同 发 育 阶段 ( 卵 1 -5 龄 幼虫 、 肾 和 成 由) 4 龄 幼虫 不 同 组 织 ( 头 部 、 表 
皮 、 脂 肪 体 、 中 肠 和 马 氏 管 ) 以 及 4 龄 幼虫 分 别 取 食 添加 0.19% 香 豆 素 和 0.5% 榭 皮 素 的 人 工 饲料 2 
d 后 的 表达 水 平 。【 结果 】 克 隆 获得 苹果 圳 蛾 细胞 色素 P450 基因 CYP332A19 ( GenBank. 登录 号 : 
MF574708) 和 CYP337B19(GenBank 登录 号 : MF574697) 的 全 长 cDNA 序列 ,开放 阅读 框 (ORF) 分 
别 长 1 518 和 1 491 bp, 分 别 编码 505 和 496 个 氨基酸 ,其 蛋白 质 分 子 量 分 别 为 58.586 和 57.734 
kD ,理论 等 电 点 分 别 为 8.99 和 7.61。 结 构 域 分 析 显 示 ,CJP332419 和 CYP337B19 中 均 包 含 包 括 
血色 素 结合 区 在 内 的 5 个 保守 的 细胞 色素 P450 结构 域 。 系 统 发 育 树 显示 ,苹果 过 蛾 CYP332A19 
与 革 淡 褐 卷 蛾 Epighyas postvittana CYP33249 等 CYP332A 基因 聚 在 一 枝 ,而 CYP337B19 5 AA 
*F3€ Cnaphalocrocis medinalis CYP337B12 和 六 星 灯 蛾 Zygaena filipendulae CYP337B11 等 CYP337B 
基因 聚 在 另 一 枝 。RT-qPCR 分 析 结 果 表 明 ,CYP332419 和 CYP337B19 ER RIR 3k 39 9 d Ke 
平 高 于 卵 期 的 ,分 别 在 4 疮 幼虫 脂肪 体 和 中 肠 中 的 表达 量 最 高 。 取 食 分 别 含 0.1% 香 豆 素 和 0.5% 
榭 皮 素 的 人 工 饲 料 2d 后 ,4 龄 幼虫 体内 的 CYP332419 和 CYP337B19 相对 表达 量 显著 高 于 对 照 组 
( 取 食 含 2%DMSO 的 人 工 饲 料 )。[【 结论 ] CYP332A19 和 CYP332B19 Zr 31 E ER di 3h 2h E RE 
和 中 肠 中 高 表达 , 且 在 取 食 含 香 豆 素 和 榭 皮 素 的 人 工 饲 料 的 革 果 壳 蛾 幼虫 体内 表达 量 升 高 ,说 明 这 
两 个 基因 可 能 参与 革 果 过 蛾 对 外 源 物 质 的 解毒 代谢 过 程 。 本 研究 的 结果 有 助 于 我 们 了 解 苹果 营 蛾 
对 寄主 次 生物 质 解毒 代谢 机 理 ,为 苹果 党 蛾 防治 提供 新 思路 。 
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Abstract: [ Aim] This study aims to clone the sequences of two cytochrome P450 genes CYP332419 and 
CYP337B19 from the codling moth, Cydia pomonella, and to analyze their structure properties and 
expression profiles, so as to further understand the roles of the two genes in the detoxification of plant 
secondary substances and to provide evidence for further functional research. [ Methods] The cytochrome 
P450 gene cDNA sequences were searched from the transcriptome database of C. pomonella by local 
BLSTA, and the coding regions of the target genes were cloned using RT-PCR. Bioinformatics software 
was used to analyze the sequence characteristics and phylogenetic relationship of the target genes with 
P450 genes of other related species. RT-qPCR was employed to determine the expression patterns of the 
CYP450 genes in different developmental stages (egg, 1st — 5th instar larva, pupa, and adult) , various 
tissues (head, epidermis, fat body, midgut, and Malpighian tubules) of the 4th instar larvae, and the 
4th instar larvae of C. pomonella fed with artificial diets supplemented with 0. 1% coumarin and 0. 596 
quercetin, respectively, for 2 d. [Results] The full-length cDNA sequences of CYP450 genes 
CYP332A19 ( GenBank accession no. : MF574708) and CYP337B19 ( GenBank accession no. : 
MF574697) were cloned, with an open reading frame ( ORF) of 1 518 bp and 1 491 bp in length, 
respectively, encoding 505 and 496 amino acids, respectively. The molecular mass of CYP332A19 and 
CYP337B19 is 58. 586 and 57. 734 kD, respectively, and their theoretical isoelectric points are 8. 99 and 
7.61, respectively. Domain analysis showed that both CYP332A19 and CYP337B19 contain five 
conserved regions of CYP450 genes, including the heme binding domain. Phylogenetic analysis indicated 
that CYP332A19 and other CYP332A genes such as CYP33249 from Epighyas postvittana were clustered 
together, while CYP337B19 and CYP337B genes such as CYP337B12 from Cnaphalocrocis medinalis and 
CYP337B11 from Zygaena filipendulae were gathered in another branch. The RT-qPCR results showed 
that the mRNA levels of CYP332419 and CYP337B19 in the larval stage of C. pomonella were higher 
than those in the egg stage. Moreover, CYP332A419 and CYP337B19 had the highest expression levels in 
the fat body and midgut of the 4th instar larva, respectively. The relative expression levels of CYP332A19 
and CYP337BD19 in the 4th instar larvae fed on the artificial diets containing 0. 1% coumarin and 0. 5% 
quercetin, respectively, for 2 d were significantly higher than those in the control group (fed on the 
artificial diet containing 2% DMSO). [Conclusion] CYP332419 and CYP337B19 show the highest 
expression level in the fat body and midgut of C. pomonella larva, respectively, and are upregulated in 
the larvae fed with the artificial diets containing coumarin and quercetin, suggesting that the two genes 
might play a critical role in the detoxification of xenobiotics. The results of this study are helpful for 
understanding the detoxification mechanism to plant secondary metabolites in the codling moth and 
provide new ideas for the control of the moth. 

Key words: Cydia pomonella; cytochrome P450; plant secondary substance; gene expression; 


detoxification metabolism 























RRR Cydia pomonella 属 鳞 翅 目 卷 蛾 科 , 是 
全 球 仁 果 类 水 果 种 植 地 区 最 重要 的 果树 害虫 之 一 ， 
也 是 我 国 一 类 进 境 检疫 性 有 害 生物 ,对 全 球 水 果 种 
植 业 造 成 巨大 经 济 损失 (周文 等 , 2010 ) 。 张 学 祖 
(1957) 首次 报道 了 该 虫 在 我 国 新 疆 地 区 的 发 生 。 
截止 目前 ,苹果 吉 蛾 已 在 新 疆 地 区 、 甘 肃 大 部 以 及 宁 
夏 内 蒙古 .黑龙 江 吉林 .辽宁 的 局 部 地 区 发 生 ( 张 
润 志 等 , 2012; 房 阳 等 ,2018 ) ,对 我 国 黄土 高 原 和 
环 渤海 湾 两 大 苹果 优势 产 区 苹果 产业 发 展 造成 极 大 































































































威胁 ( 杨 雪 清 , 2014; 房 阳 等 , 2018) ;. SEIR SE ICT 
主 广泛 ,包括 苹果 、 梨 、 沙 果 、 海 党 等 30 余 种 水 果 
( 杨 雪 清 , 2014 ) 。 近 年 来 的 研究 表明 ,这 些 寄主 果 
实 中 富 含 酚 类 .生物 碱 类 类 黄酮 类 等 植物 次 生物 质 
(Bernays,1990; Eyles et al., 2010) 。 植 物 次 生物 质 
会 对 昆虫 生长 产生 抑制 作用 ,破坏 昆虫 体内 的 自由 
基 清 除 系统 ,它们 在 昆虫 体内 积累 会 对 昆虫 产生 毒 
害 作 用 (Bennett and Wallsgrove, 1994) 。 因 此 ,了 解 
苹果 才 蛾 对 寄主 果实 中 植物 次 生物 质 的 反应 有 助 于 

































































8 期 陈 高 满 等 : SEDEM C, SS PASO 基因 








CYP332A19 和 CYP337B19 的 克隆 及 表达 分 析 943 





加 深 植 食性 昆虫 -植物 协同 进化 关系 的 认识 ,揭示 第 
果 震 蛾 人 侵 的 适应 性 机 制 。 

植 食性 昆虫 与 寄主 植物 的 协同 进化 是 生命 科学 
中 的 经 典 科学 问题 (Jensen et al., 2011) 。 在 长 达 4 
亿 年 进化 过 程 中 ,植物 产生 一 系列 有 效 的 防御 系统 ， 
如 合成 能 引起 植 食性 昆虫 忌 避 ,拒食 .中 毒 或 影响 昆 
虫 消化 和 对 营养 物质 的 吸收 的 有 毒 植物 次 生物 质 ， 
以 保护 它们 免 受 植 食性 昆虫 的 危害 , 植 食性 昆虫 则 
演化 出 了 复杂 的 解毒 代谢 机 制 以 应 对 寄主 中 的 植物 
次 生物 质 ( Schuler, 2011, 2012; Stahl et al., 2018)。 
细胞 色素 P450 单 加 氧 酶 (P450 或 CYP) 是 I 阶段 解 
毒 酶 ,主要 参与 昆虫 对 内 源 ( 如 激素 等 ) 和 外 源 性 化 
合 物 (如 植物 次 生物 质 、 杀 忠 剂 等 ) 的 解毒 代谢 (Liu 
et al., 2006; Li et al., 2007; Schuler, 2011) , P450 
是 由 多 个 基因 家 族 组 成 的 基因 超 家 族 , 几乎 在 所 有 
生物 中 都 有 分 布 ( Feyereisen，2011)。 目 前 ,昆虫 
P450 基因 超 家 族 可 分 为 4 个 进化 校 , 即 CYP2, 
CYP3, CYP4 和 线粒体 CYP 进化 枝 (Calla et al., 
2017) 。 其 中 , 主要 由 CYP6, CYPO, CYP221, 
CYP332 和 CYP337 家 族 组 成 的 CYP3 进化 枝 是 最 
受 关 注 的 ,这 个 进化 枝 的 PASO 基因 普遍 参与 昆虫 对 
赔 皮 激素 和 保 幼 激素 等 内 源 物 质 ,以 及 植物 次 生物 
质 和 杀 忠 剂 等 外 源 物 质 的 代谢 作用 ( Feyereisen, 
2006)。 例 如 ,美洲 棉铃 虫 Helicoverpa zea 的 CYP6B8 
和 CYP321A1 可 以 代谢 黄 嗓 叭 毒素 和 当归 素 等 植物 
次 生物 质 ( Rupasinghe et al., 2007)。 亚 洲 棉铃 忠 
Helicoverpa armigera CYP6B6 基因 的 表达 水 平 与 2- 
十 三 烷 酮 的 浓度 相关 , 取 食 含 2- 十 三 烷 酮 和 榭 皮 素 
的 人 工 饲 料 后 ,幼虫 中 肠 和 脂肪 体内 CYP6B6 基因 
的 表达 水 平 明显 升 高 (Liu er al., 2006) 。 类 似 的 结 
果 在 家 和 看 Bombyx mori 中 也 有 报道 。 饲 喂 含 桥 皮 素 
的 人 工 饲 料 后 ,家蚕 幼虫 中 上 肠 PASO 活性 被 诱导 升 高 
y 2.3 fii ( Zhang et al., 2012) 。 这 些 结果 表明 了 
P450 的 解毒 代谢 作用 是 昆虫 对 植物 次 生物 质 适 应 
性 的 分 子 机 制 之 一 (Wen et al., 2003; Li et al., 
2004) 。 另 外 ,在 苹果 震 蛾 中 已 鉴定 出 几 个 参与 昆 
虫 对 杀 虫 剂 的 解毒 代谢 的 P450 基因 ,如 CYP6B2 
(Wan et al., 2019) ) 和 CYP9A61 ( Yang et al., 2017) 。 
REW oZ 21 HR 3e 9], SER dE ME CYP3 进化 校 中 的 
P450 基因 可 能 与 其 他 昆虫 CYP3 基因 一 样 参与 异 
源 物 质 的 解毒 代谢 。 

从 生物 合成 途径 上 ,植物 次 生 代 谢 物质 可 分 成 
MA Ki 含 氮 化 合 物 和 其 他 次 生物 质 四 大 类 ,其 
中 酚 类 物质 是 一 种 重要 的 植物 自我 防御 物质 ( 徐 正 


































































































浩 等 , 2004; 邓 鸿 飞 等 , 2011) 。 香 豆 素 和 榭 皮 素 是 
两 种 葵 丙 烷 类 物质 代谢 途径 的 酚 类 产物 。 呐 喃 香 豆 
素 能 够 在 昆虫 和 其 他 生物 体内 被 活化 并 与 DNA 链 
交 联 , 对 蛋白质 进 行 修饰 ,因此 有 具有 高 毒性 ( 印 星 辉 
和 冷 欣 夫 , 2002) 。 榭 皮 素 是 植物 界 中 种 类 最 丰富 
的 类 黄酮 之 一 ,能 够 在 昆虫 中 肠 形成 超 氧 自由 基 和 
其 他 活性 氧 影响 昆虫 的 消化 系统 (Simmonds, 2003) 。 
已 有 研究 报道 两 种 次 生 代谢 物质 对 昆虫 解毒 代谢 酶 
的 影响 。 例 如 ,斜纹 夜 峨 Spodoptera litura 在 取 食 香 
豆 素 48 h 后 ,脂肪 体 中 PASO. 酶 含量 相 较 对 照 组 提 
高 14.50 倍 ( 王 瑞 龙 等 , 2012) ;0.1 mg/g YK BE WIR 
皮 素 诱导 亚洲 棉铃 虫 体内 CYP337B1 的 表达 量 升 高 
了 2 倍 (Liu et al., 2015 )。 男 外 苹果 埠 蛾 的 寄主 植 
物 如 苹果 、` 梨 的 果实 中 富 含 榭 皮 素 和 香 豆 素 等 多 种 
酚 类 物质 (Tannm6ven and Ekşi, 2005; Marks et al., 
2007) 。 综 上 ,在 本 研究 中 我 们 选取 香 豆 素 和 榭 皮 
R ,根据 果实 中 具体 浓度 稍 作 调 整 混合 到 人 工 饲 料 
中 检测 苹果 霸 蛾 对 次 生 代 谢 物质 的 分 子 响 应 。 

在 前 期 的 研究 中 ,我们 发 现 CYP3 家 族 中 有 两 
个 P450 基因 的 表达 水 平 对 植物 次 生物 质 有 明显 响 
应 ,经 克隆 并 鉴定 后 分 别 命名 为 CYP332A19 和 
CYP337B19。 在 本 人 研究 中 ,我 们 分 析 了 其 分 子 特性 ， 
明确 了 这 两 个 基因 的 时 空 表 达 特 性 ,以 及 分 别 取 食 
含 0. 196 香 豆 素 (coumarin) 和 0. 5% fb Hz R 
( quercetin ) 的 人 工 饲料 后 的 基因 表达 水 平 ,推测 这 
两 个 基因 可 能 参与 植物 次 生 代谢 物质 的 解毒 作用 ， 
可 为 进一步 研究 这 两 个 基因 的 功能 提供 参考 。 
1 材料 与 方法 
1.1 供 试 昆 虫 

本 实验 所 用 的 苹果 才 蛾 虫 源 由 中 国 农业 科学 院 
植物 保护 研究 所 农业 入 侵 生 物 预防 与 监控 实验 室 提 
供 , 该 品系 已 在 室内 不 接触 任何 药剂 和 植物 毒素 连 
代 饲 养 超 50 代 。 供 试 苹果 霸 蛾 不 同 发 育 阶 段 试 虫 
为 人 工人 饲养 箱 (MLR-352H-PC Panasonic ) H3 43$ 
蛾 人 工 饲 料 ( 刘 国 锋 等 ,2016 ) 饲养 所 得 ,饲养 条 件 
为 :温度 26 + 1Y ,相对 湿度 60% + 上 5% , 光 周 期 
16L: 8D, 
1.2 供 试 药剂 

香 豆 素 ( 纯 度 宇 98% ) 和 构 皮 素 (纯度 宇 98% ) 
购 于 上 海 阿 拉丁 生化 科技 股份 有 限 公 司 ; Trizol 
Reagent，pMD19-T，Prime Script" RT Reagent Kit 
with gDNA Eraser, Premix Taq ( Version 2. 0), TB 
Green Premix Ex Taq II 购 自 TaKaRa 7x n] ; — F8 2:8 
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( DMSO) 购 于 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 。 
1.3 基因 克隆 测序 和 鉴定 

以 烟草 天 蛾 Manduca sexta CYP332A5 ( GenBank 
登录 号 : ADE05588. 1 ) 、 东 方 虎 凤 蝶 Papilio glaucus 
CYP332A35 (GenBank 登录 号 : DAB41816. 1)、 亚 洲 
棉铃 虫 H. armigera CYP337B2 ( GenBank 登录 号 : 
AF072905. 1) JH iH X fx IR Spodoptera exigua 
CYP337B5( GenBank 登录 号 : ASO98023. 1) 等 近 缘 
昆虫 细胞 色素 P450 蛋白 序列 为 询问 序列 ,在 苹果 天 
蛾 转录 组 数据 (GenBank 登录 号 : SRX371333) 中 使 
用 软件 blast-2.2.31 + 软件 包 中 的 tblastn 程序 进行 
本 地 BLAST ,期待 值 上 设 为 和 10” ,鉴定 出 两 条 苹 
RRAK P450 基因 cDNA 序列 。 参 照 本 实 
验 室 前 期 的 方法 ( 杨 雪 清 , 2014) ,合成 苹果 吉 蛾 
cDNA 第 1 链 并 作为 PCR 扩 增 的 模板 。 使 用 Primer 
Premier 5.0 软件 设计 扩 增 ORF 的 引物 ( 表 1)。 
PCR 反应 体系 (20 uL): Premix Taq 10 uL, 上 下 游 
引物 (10 pmol/L) 各 0.8 uL, cDNA 1 pL, ddH,0 
7.4 pgL。 扩 增 条 件 : 95Y 预 变性 3 min; 94% 变性 1 
min，60% 退火 1 min, 72% 延伸 2 min, 35 个 循环 ; 
72% 终 延伸 10 min, PCR 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 胶 
后 ,于 紫外 光 下 用 消毒 干净 刀片 切 下 含 目 的 片段 的 
胶 块 ,使 用 胶 回 收 试剂 盒 (Gel Extraction. Kit, 
Omega) 回收 纯化 。 目 的 片段 连接 至 pMD19-T Zi 
Jk ,转化 至 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DHSa 感受 态 细 
胞 后 , 挑 取 单 克 隆 并 在 液体 LB 培养 基 中 振荡 培养 
12 h, HWA PCR 验证 后 送 至 上 海 生 工 生物 有 限 公 
司 测 序 。DNA 测序 验证 后 的 序列 经 P450 命名 委员 
会 根据 细胞 色素 P450 命名 与 分 类 方法 对 两 个 基因 
进行 命名 (Nelson, 2006) ,后 上 传 至 GenBank( https: 
// www. ncbi. nlm. nih. gov/) 。 
1.4 基因 序列 分 析 

利用 ExPASy 在线 网 站 (http: // ca. expasy. org/ 
tools/ ) 中 的 Compute pL/Mw 预测 P450 和 蛋白 的 分 子 
量 和 理论 等 电 点 。 利 用 PSIPRED 3. 3( http: // www. 
biologydir. 
psipred-info-1758. html) 预测 P450 的 二 级 结构 。 采 
用 DNAMAN 对 推导 的 PASO 氨基酸 序列 进行 比 对 。 
通过 SWISS-MODEL ( http: // swissmodel. expasy. 
org) 构建 P450 的 3D Z5 fj ( Arnold, 2006), fi JH 
MEGA 6.0 软件 (Tamura et al., 2013) 中 的 邻接 法 
( NJ) 构建 CYP332A19 和 CYP337B19 与 近 缘 昆虫 的 
氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 ,Bootstrap 设 为 1 000, 分 
ITERAR PASO 与 近 缘 物种 PASO 的 进化 关系 。 
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1.5 CYP332A19 和 CYP337B19 基因 表达 水 平分 析 

选取 苹果 起 蛾 不 同 发 育 阶 段 试 虫 ,各 发 育 阶段 
每 个 生物 学 重复 分 别 包括 100 粒 受精 卵 ,50 3k 1 d 
幼虫 ,50 3k 2 龄 幼虫 ,30 k 3 龄 幼虫 ,10 3k 4 龄 幼 
虫 ,10 头 5 龄 幼虫 , 雄 、 肉 肾 各 5 头 , 雄 、 雌 成 虫 各 5 
头 。 卵 在 产 卵 当天 取样 ,1 龄 幼 忠 在 孵化 后 1d 取 
样 ,2 -5 i54] rh dii Hz Jes 1 d 取样 , 师 在 化 师 当 天 取 
样 ,成 虫 在 羽化 后 1 d 取样 。 将 同一 发 育 时 期 的 个 
体 混 在 一 起 提取 总 RNA。 挑 选 大 小 相似 的 30 A 4 
龄 幼虫 作为 一 个 生物 学 重复 ,解剖 其 涉 、 表 皮 、 脂 肪 
体 、 中 肠 和 马 氏 管 等 不 同 组 织 样品 ,提取 总 RNA。 
各 发 育 阶 段 和 组 织 均 设 3 次 生物 学 重复 。 

次 生物 质 浓度 参照 水 果 中 香 豆 素 和 榭 皮 素 的 实 
际 含量 并 略 做 调整 。 将 0.1 g 香 豆 素 和 0.5 g ML 
素 分 别 溶 于 2 mL DMSO 后 ,添加 至 100 g 人 工 饲 料 
中 混合 分 别 制 成 含 0. 1% 香 豆 素 和 O0. 5% Mid RE ER TJ 
毒素 饲料 。 由 于 苹果 骞 蛾 4 龄 幼虫 处 于 体重 快速 增 
长 期 ,因此 挑选 生长 状况 一 致 的 2 日 龄 4 die mE 
为 植物 毒素 诱导 实验 材料 。 处 理 组 将 含 毒素 饲料 切 
成 体积 1 em xl cm xl cm 的 小 块 , 置 于 24 孔 板 中 
单 孔 单 头 饲养 ,对 照 组 人 工 饲料 混合 同样 混合 2% 
DMSO ,其 他 条 件 相同 。 饲 喂 后 ,将 24 孔 板 置 于 人 工 
饲养 箱 中 ,2 d 后 取样 。 每 个 处 理 30 头 为 一 个 生物 
学 重复 , 设 3 次 生物 学 重复 。 

样品 经 液 拓 速冻 后 放置 于 -80Y 冰箱 保存 。 总 
RNA 的 提取 和 cDNA 模板 的 制备 方法 同 1.3 节 。 以 
苹果 骞 蛾 B-actin( 杨 雪 清 和 张 雅 林 , 2014) 作 为 内 参 
基因 ,采用 RT-qPCR MEDITE RaR P450 基因 
在 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 , 以 及 取 食 含 植物 次 生 
物质 人 工 饲料 后 的 表达 水 平 。P450 基因 RT-qPCR 
引物 ( 表 1) 由 上 海 生 工 生 物 有 限 公 司 合 成 。 采 用 
Bio-Rad CFX96 PCR 仪 (Bio-Rad, 美国 ) 进行 一 步 法 
扩 增 。 反 应 体系 (20 uL): TB Green Premix Ex Taq 
10 kL， 上 下 游 引物 (10 umol/L) 4 0.8 uL, cDNA 
模板 pL, ddH,O 7.4 pL。 反 应 条 件 : 95*C 30 s, 
95*C 5 s, 60*C 30 s, 共 40 个 循环 。 实 验 以 不 经 反 
转录 的 RNA 作 阴 性 对 照 ,以 及 以 ddH,O 代替 cDNA 
模板 作 空白 对 照 。 
1.6 数据 分 析 

ERARA ERK PASO 基因 相对 表达 量 采 用 
2 -sc 法 进行 计算 (Livak and Schmittgen, 2001), 
实验 结果 以 平均 值 + 标准 差 (SD) 表示, 并 采用 
SPSS 19( IBM) 软件 中 的 Duncan 氏 新 复 极 差 检 验 法 
进行 多 重 比 较 。 
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表 1 本 研究 中 所 用 到 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 
基因 引物 序列 (5 -37) Tm (©) 产物 大 小 (bp) 扩 增 效率 (% ) 用 途 
m 
Gene Primer sequence Product size Amplification efficiency Purpose 
ATGCACGTTTTGAAAATGAGTACAG 60.8 
CpCYP332A19 1 518 
CTATCTTCTCGGGACGAAGCGGACA 65.8 cDNA 克隆 
TATTTTTTTGCTGTTGTTCTTTGGT 60.0 cDNA cloning 
CpCYP337B19 1 491 
TCACCACTTTTGAGCATGATATCTT 60.3 
GGACGACATACTGATTGAGCAGGG 60.5 
CpCYP332A19 216 103.5 
CCGAAGGGCAGGAAGGTCA 58.2 
GGGCAAATCTGACACCTAA 56.1 
CpCYP337B19 261 102.8 RT-qPCR 
TGAGCAAGTATCCACCCCT 57.9 
CGGCATCCACGAAACCACCT 59.1 
p-actin 119 100.9 
TGGAAGGAGCCAGTGCGG 58.3 
—ÓREU A) DT SR ER OE AR dC CYP332A19 
2 结果 和 CYP337 B19 均 包含 典型 的 细胞 色素 PASO 识别 特 


2.1 苹果 嘉 蛾 CYP332419 和 CYP337B19 基因 的 
克隆 及 序列 分 析 





征 ,如 血红 素 结合 区 序列 PFxxGxRxCxG ,C 螺旋 序列 
WxxxR I 螺旋 序列 DTT/S, CYP6 家 族 特征 序列 
ExxR、“Meander” 区 序列 PxxFxPxxF( 图 1 )。 选 取 与 





























通过 搜索 、 比 对 、 克 隆 和 DNA 测序 ,获得 了 苹果 
IR 2 个 细胞 色素 PASO 基因 的 全 长 cDNA 序列 ,两 
个 基因 分 别 命 名 为 CYP332A19 ( GenBank 登录 号 : 
MF574708 ) 和 CYP337B19 ( GenBank 登录 号 : 
MF574697) , CYP332419 的 ORF 长 1 518 bp ,编码 
505 个 氨基 酸 , 其 预测 的 蛋白 分 子 量 为 58. 586 kD, 
理论 等 电 点 为 8. 99。CYP337B19 的 ORF 长 1 491 
bp ,编码 496 个 氨基 酸 , 其 预测 的 蛋白 分 子 量 为 
57.734 kD ,理论 等 电 点 为 7.61。 

氨基 酸 序 列 比 对 结果 表明 ,苹果 堆 蛾 
CYP332A19 5 3E Y dg X5 ik Epighyas postvittana 
CYP33249 ( GenBank 登录 号 : DABA1784. 1) .欧洲 防 
风 草 结 网 毛虫 Depressaria pastinacella CYP332A13 
(GenBank 登录 号 : DAB41820. 1) . 黑 纹 粉 蝶 Pieris 
melete CYP332A16( GenBank 登录 号 : AXB26402. 1) 
和 烟草 天 蛾 M. sexta CYP332A45 ( GenBank 登录 号 : 
ADE05588. 1) 的 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 高 达 
83. 0396 , 64. 8096 , 64. 29% 和 59. 00% ~ SE EE R 
CYP337B19 5 X Hi KJ !"K Zygaena filipendulae 
CYP337B11 ( GenBank 登录 号 : ASX93990. 1) 亚洲 
棉铃 虫 H. armigera CYP337B2 ( GenBank 登录 号 : 
AF072905. 1 ) 和 CYP337B1 ( GenBank 登录 号 : 
AF072901. 1) ELA FAMENNE Cnaphalocrocis medinalis 
CYP337B12( GenBank 登录 号 : AJN91181. 1) 的 氨基 
酸 序列 一 致 性 分 别 高 达 55.78% , 57. 9496 , 56. 17% 
和 56.62% 。 
































3EJR.dEdE CYP332A19 和 CP337B19 同 源 性 分 别 为 
29.5596 的 人 Homo sapiens CYP3A4(PDBe: Salp) 和 
27.35% 的 人 CYP3A5(PDBe: 5veu) 的 晶体 结构 为 模 
板 ,通过 SWISS-MODEL 在 线 软件 构建 了 CYP332A19 
和 CYP337B19 的 3D 模型。 结果 表 明 ,CYP332A19 
由 23 个 a- 螺 旋 和 10 个 B- 折 对 组 成 ， CYP337B19 
由 22 个 a- 螺 旋 和 10 个 B- 折 炙 组 成 (图 2)。 
2.2 苹果 嘉 蛾 CYP332A19 和 CYP337B19 基因 的 

进化 树 显示 SERRE MK CYP332419 与 苹 淡 宰 卷 
i CYP33249 等 CYP332A 亚 家 族 基因 聚 在 一 支 , 而 
CYP337B19 5f 3e | HR C. medinalis CYP337B12 
和 六 星 灯 蛾 Z filipendulae CYP337B11 等 CYP337B 
亚 家 族 基 因 聚 在 另 一 支 ,表明 所 克隆 的 苹果 堆 蛾 
P450 基因 分 别 为 CYP332A 和 CYP337B 两 个 亚 家 
族 基 因 ( 图 3)。 
2.3 CYP332A19 和 CYP337B19 ERZA E 
发 育 阶 段 的 表达 模式 

不 同 发 育 阶 段 表达 模式 结果 表明 , CYP332419 
和 CYP337B19 Xt [s fe SE IRAE RA RANKIA 
表达 , 在 卵 期 和 师 期 的 表达 水 平 相对 较 低 。 
CYP332A19 在 幼虫 期 随 虫 龄 增长 表现 出 先 下 降 后 
上 升 的 趋势 ,在 晴 和 成 虫 期 呈现 出 明显 的 性 别 差异 
表达 模式 (图 4: A), CYP337B19 在 幼虫 期 的 表达 
水 平 较 CYP332419 高 ,成 虫 期 不 同性 别 间 无 显著 表 
达 差 异 (P>0.05)( 图 4: B), 



































































































































































































à : x j 
946 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 63 45 
CpCYP332A19 — MHVLRMSIVIQYBBAAAVIALIALERILRORY PYVEPVYHGHGEVHRHÉVEDEFLEMSERY.PTD M crPBLARERiBV 99 
CpCYP337B19 FFGAILA..FWRYNTRBE NIQIEGTTEKHM..IGNOBLSEHYBKIYDEHPNEE| s LRNIBNMQ 85 
MsCYP332A5 ~ .MDAGTSVITOTHHLIIVVVETAIYFFEKENY HBYEEPFLIEGNESYVMREESWOMFBDWGERN. SSDY m IOSPEYAEMIMV 58 
HaCYP337B2 MLFIIBMIILIVICSIVLHEEFIBSHM il .IOIKDLIBIHA..FNEQBMPELIBSIYDKH.DEPYIÉITSAT IKNIEDIOAWMA 85 
CpCYP332A19 Yenge rEvscn .2BrBcsrwEETvENE EAS IREVTELMNIMSAEIERVORNFIEBEEDVNLKEVESMEÉSDTVAE 198 
CpCYP337B19 FLNEYSEGETTNP.HBRIMADNVEEMEE L RNMFYIVERCBSDFAKLLEENEKFBEHBE.. . NACYTHĪTSALGA 185 
MsCYP332A5 HHHBLIBYEYSSYDSAPRGSLNVESVR N KVLTELMNVNSRHIBNEIORBYIDBREBVNLRELFSMÉASDTVGY 198 
HaCYP33782 Fo YsBciITSP. Dur 人 yoo Fr RNMFYIIERSERDEMELVEDNVHIBERBF...KLMTREÉTASIS 185 
CHE C-Helix 
CpCYP332A19 — MSRLSDQODEBÉwrITSEMVEWEBWRGLEESTILEMERLA HBSGGATEYIRELEWNVVDESNKTGISSDHBRLVNHIMKENVELPAESC...SK ^ — 295 
CpCYP337B19  TTVN.TMHEBRLDMAWKSLEPEBRANFREÉFLSNTIHRBLE |AE.HEDFFINVVRRMLANE .RVDTERHYRFIDICMEMONAGIMNDPITGYSLE 282 
MsCYP332A5  — VSALNDPSEPEWYITKHMVEWEBSRGFERIMIFFIBEIARTBRMIIBSQPATEYVORLFWGTVREROSNGKTSDHBLVNHIMRWKEDLELPAEAG...SQ ^ — 295 
HaCYP337B2  TQVENSM DMAFRKALEPSÉYAIIVIIIANTHSKVH KIGG.QEDFFVGMVERVLDSS.RHDTITRRHRFIEICMEMOKHGVMQDFTTIGYELE 283 
CpCYP332A19 D agresie SL anero ITALRÉRREEIBDHITNÉL kNavYdÉTDD. 394 
CpCYP337B19 PIDE FIF IAGA SNNSKILHAV veDÉCG.EmMTRGDBE TNÉTVMPVGN 381 
MsCYP332A5 LAED IFGSVERESTBL HHREECERL KVKÉSG HIBYdÉNND. 394 
HaCYP337B2 PIK ryracr SA SNEKI FEBGV. D THÜTVMPSG. 381 
THEE I-Helix KIRN K-Helix 
CpCYP332A19 — IVIÉEGIPVHENVMAER vwEHEnEHBERW ENPSDNDNBNFTFEDE Yr YRVEPVI..SYELKADÉYAVELA 492 
CpCYP337B19 — VEVERDSIMIBPIYANÉRDP VF SPENAPRIBRYSYMEE FAR FILAEQVYAPRHFEPSFFALRDP 481 
MsCYP332A5  — VLIEBGTPVESNVVHEEY| EWRBEEHLNHADNDNBDETFEEEE YGL v YKFEPAVGEPYOIDSDÉYSVLLS 494 
HaCYP337B2  — LPVSBDEIIINPLYGHK vE SAENVSEIBNYFYESE FAR FILVEQNNCVPEFERSBFGLRSP 481 
eander liz Lg . Heme binding domain 
CpCYP332A19  PANGGSV e ee. 505 
CpCYP337B19 — Y...ATY 'YHAOK 495 
MsCYP332A5  — PRSGGRV SNERH 511 
HaCYP337B2 D...AHYEBEIBDI... 492 
- ET 3 = TN 
1 RIR CYP332A19 和 CYP337B19 推导 的 氨基 酸 序列 对 比 
Fig. 1 Alignment of the deduced amino acid sequences of CYP332419 and CYP337BI9 from Cydia pomonella 


蛋白 来 源 物 种 及 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and their GenBank accession numbers; CpCYP3324A19:; 3 AE E Cydia pomonella 
( ME574708) ; CpCYP337B19 : RZALI Cydia pomoella ( MF574697 ) ; MsCYP3324A5 ; 烟草 天 蛾 Manduca sexta ( ADE05588. 1) ; HaCYP337B2 : 亚 


洲 棉 铃 虫 Helicoverpa armigera ( AF072905. 1 ). 
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2 ERIR CYP332A19 ( A) 4I CYP337B19 ( B)3D 结构 的 同 源 建 模 


Fig. 2 3D structure of CYP332A19 (A) and CYP337B19 (B) constructed by using homology modeling 


2.4  CYP332A19 和 CYP337B19 在 苹果 喜 蛾 中 的 
组 织 特异 性 表达 模式 

组 织 特异 性 表达 结果 表明 ,CYP332419 在 苹果 
TIR 4 龄 幼虫 脂肪 体 中 的 表达 量 最 高 ,在 表皮 中 的 
表达 量 次 之 ,在 马 氏 管 . 头 部 和 中 肠 中 的 表达 量 较 低 
(图 5: A), CYP337B19 在 4 龄 幼虫 中 肠 中 表达 量 
最 高 ,在 脂肪 体 中 次 之 ,在 马 氏 管 中 未 检测 到 其 表达 
(图 5: B), 
2.5 植物 次 生物 质 处 理 后 苹果 喜 蛾 CYP332A19 和 
CYP337 B19 基因 的 表达 水 平 

取 食 分 别 含 0. 196 香 豆 素 (Cou) F 0. 596 fb Hz 
素 (Que) 的 人 工 饲 料 2 d Je SE E Mk A 龄 幼虫 





CYP332419( 图 6: A) 和 CYP337B19( 图 6: B) 的 相 
对 表达 量 均 显著 高 于 对 照 组 ( 取 食 含 2% DMSO 的 
人 工 饲 料 ) (P. <0.05)。CYP332419 基因 被 0. 196 
香 豆 素 诱导 表达 上 调 倍 数 达 7. 06 倍 ,高 于 被 0.5% 
榭 皮 素 诱导 表达 上 调 的 倍数 (2.01 倍 ) ;CYP337B19 
基因 被 0.5% 榭 皮 素 诱导 表达 上 调 倍数 达 6.40 fi, 
高 于 被 0. 196 香 豆 素 诱导 表达 上 调 的 倍数 (1.99 倍 ) 。 


3 讨论 


为 应 对 寄主 植物 中 的 植物 次 生物 质 , 植 食性 昆 
虫 演化 出 复杂 的 解毒 代谢 机 制 ,有 效 地 代谢 植物 次 

















8 Hj 陈 高 满 等 : ERE RAER PASO 基因 CYP332A19 和 CYP337B19 的 克隆 及 表达 分 析 947 








60 CYP332A13 
CYP332A35 





CYP332A44 
CYP332A21 
CYP332A16° 
CYP332A16^ 
CYP332A5 
CYP332A1 
CYP332A19 xr 
CYP332A9 


100 
Ae 
50 CYP337B19 * 
58 CYP337B12 
CYP337B11 
m 100 CYP337B2 
CYP337BI 
99 CYP337B5: 
100 CYP337B5* 


图 3 邻接 法 构建 的 基于 氨基 酸 序列 的 苹果 震 蛾 CYP332A19 和 CYP337B19 和 

近 缘 昆虫 细胞 色素 P450 的 系统 进化 树 (1 000 次 重复 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree of Cydia pomonella CYP332A19 and CYP337B19 with P450s from the related insects 
based on amino acid sequence (1 000 replicates) by neighbor-joining method 
细胞 色素 PASO 来 源 物种 和 GenBank 登录 号 Source species of P450s and their GenBank accession numbers; CYP332A13; 欧洲 防风 草 结 网 毛虫 
Depressaria pastinacella (DAB41820.1) ; CYP332A35; 东方 虎 凤 蝶 Papilio glaucus ( DAB41816. 1) ; CYP332A44 ; ££ AHIR HE Calephelis nemesis 
(DAB41797. 1); CYP332A21; #5 DL X $ Hebomoia glaucippe ( AXB26392. 1); CYP332A16*; 5i Zr Ey HE Pieris melete ( AXB26402. 1); 
CYP332A16^ : 欧洲 粉 蝶 Pieris brassicae ( AXB26404. 1) ; CYP332A5 ; 烟草 天 峨 Manduca sexta (ADE05588. 1) ; CYP332A1; 实 夜 蛾 Heliothis 
subflexa ( AXB26398. 1); CYP33249. 3E lA M9 15K Epiphyas postvittana ( DABA1784. 1); CYP337BI2; F5 J ds HF WR. Cnaphalocrocis medinalis 
(AJN91181.1) ; CYP337B11; 7X R $J lE Zygaena filipendulae ( ASX93990. 1); CYP337B5?. 4 Zt TE IR Spodoptera exigua ( AS098023. 1) ; 
CYP337B5^ . 草地 贪 夜 峨 Spodoptera frugiperda ( AID55432. 1) ; CYP337B2 ; 亚洲 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( AF072905. 1) ; CYP337BI ; 亚洲 棉 
P? rh Helicoverpa armigera ( AF072901. 1). 
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图 4 ERARA IR] A B TE: CYP332A19 ( A) F CYP337B19 ( B) 的 表达 谱 
Fig. 4 Expression profiles of CYP332419 ( A) and CYP337B19 (B) in different developmental stages of Cydia pomonnella 
E: BH Ege; 1 -5L: 分 别 为 1-5 龄 幼虫 1st — 5th instar larva, respectively; PM; 雄师 Male pupa; PF; WEH Female pupa; AM; 雄 成 虫 Male 
adult; AF; WEIR Female adult. 图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 ; 柱 上 不 同 字 母 表 示 不 同 发 育 阶段 基因 表达 量 差异 显著 (P<0.05, Duncan 氏 新 复 


极 差 检验 法 )。Data in the figure are represented as mean + SD. Different letters above bars indicate significant difference in the gene expression level 




















among different developmental stages ( P «0.05, Duncan' s new multiple range test). 








生物 质 使 昆虫 免 受 毒害 ,其 中 PASO 是 最 为 重要 的 解 。 XA, RUE RSE SEU SR RA i 5-18] 
X E ( Harrison et al., 2001; Brown et al., 2005) , it 次 生物 质 可 以 诱导 植 食性 昆虫 的 P450 基因 的 表达 
年 来 ,国内 外 学 者 在 以 北美 黑 凤 蝶 Papilio polyxenes, (Liu et al., 2006; Rupasinghe et al., 2007; Usha 
美洲 棉铃 虫 瓦 zea 和 亚洲 棉铃 虫 H. armigera 为 研 Rani and Pratyusha, 2013; Chen et al., 2019; Sun et 
究 模 型 开展 的 系列 研究 中 取得 了 许多 重要 的 科学 发 。 al, 2019 ) 。 进 一 步 研究 表明 ,北美 黑 凤 蝶 P. polyxenes 
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SEA IR 4 龄 幼虫 不 同 组 织 中 CYP332419 ( A) 和 CYP337B19 ( B) 的 表达 模式 


Fig. 5 Expression profiles of CYP332419 ( A) and CYP337B19 (B) in different tissues of the 4th instar larvae of Cydia pomonnella 
H: 3k Head; E; 表皮 Epidermis; FB: 脂肪 体 Fat body; MG; 中 肠 Midgut; MT; 马 氏 管 Malpighian tubules; ND: 未 检测 到 Not detected. 图 中 数据 
为 平均 值 + 标 准 差 ; 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 组 织 间 基 因 表 达 量 差异 显著 (P<0.05，Duncan 氏 新 复 极 差 检验 法 ) Data in the figure are 


represented as mean + SD. Different letters above bars indicate significant difference in the gene expression level among different tissues ( P «0.05, 











Duncan’ s new multiple range test). 
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图 6 植物 次 生物 质 诱导 2 d 后 苹果 过 蛾 4 龄 幼虫 中 CYP332A19 ( A) 和 CYP337B19 (B) 的 表达 量 
Fig. 6 Expression levels of CYP332A19 (A) and CYP337B19 (B) in the 4th instar larvae 
of Cydia pomonella after induction with plant secondary substances for 2 d 
CK: 取 食 含 2% DMSO 的 人 工 饲 料 , 作为 对 照 组 Fed with the artificial diet containing 2% DMSO as the control group; Cou; 取 食 含 0.1% FHRA 
工 饲 料 的 处 理 组 Treatment. group fed with the artificial diet containing 0. 1% coumarin; Que; WEE 0. 596 桥 皮 素 人 工 饲 料 的 处 理 组 Treatment 











group fed with the artificial diet containing 0. 5% quercetin. 图 中 数据 为 习 














均值 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 字母 表示 不 同 处 理 间 基因 表达 量 差异 显著 


(P «0.05, Duncan 氏 新 复 极 差 检验 法 ) Data in the figure are represented as mean + SD. Different letters above bars indicate significant difference in 


the gene expression level among different treatments ( P «0.05, Duncan' s new multiple range test) . 


CYP6BI 和 CYP6B3 fjE TCI 2$ E A P n c ug E 
Z (Hung et al., 1995; Wen et al., 2003) 。 亚 洲 棉 铃 
Hà H. armigera CYP6AE XE DS S P (4 9 个 P450 基 
因 ) 有 5 个 P450 基因 参与 昆虫 对 植物 次 生物 质 花 
概 毒 素 和 2- 十 三 烷 酮 ,以 及 杀 虫 剂 ( 顺 式 握 皮 菊 酯 
和 节 虫 威 ) 的 解毒 代谢 ,这 赋予 了 棉铃 虫 对 多 种 寄 
主 植物 次 生 代谢 物质 的 解毒 能 力 ( Wang et al., 
2018) 。 这 些 研究 表明 , 植 食性 昆虫 PASO 的 解毒 代 
谢 作用 是 宿主 对 植物 次 生物 质 适应 性 分 子 机 制 。 

在 本 研究 中 ,我 们 继 CYP9A61 (Yang et al., 
2017) 和 CYP6B2( Wan et al., 2019) 之 后 ,克隆 到 两 
AIRERA PASO 基因 ,分 别 命 名 为 CYP332A19 
和 CYP337B19 ,其 ORF 区 序列 长 分 别 为 1 518 bp 和 











BHEARR E. postvittana 的 CYP332A9 基因 编码 
的 氨基 酸 序列 相似 性 较 高 ,CYP337B19 与 六 星 灯 蛾 
Z. filipendulae 的 CYP337B11 基因 编码 的 氨基 酸 序 
列 相似 性 较 高 (图 1) ;系统 进化 树 结果 表明 ,两 个 基 
因 分 别 隶属 于 CYP3 进化 枝 下 的 CYP332A 和 
CYP337B 亚 家 族 ( 图 3)。 人 研究 表明 ,K 螺旋 、C 螺 
旋 工 螺旋 以 及 血红 素 结合 区 被 认为 是 P450 家 族 的 
共同 特征 ( 印 星 辉 和 冷 欣 夫 , 2002) 。 其 中 ,高度 保 
守 的 血红 素 结 合 区 的 FxxGxxxCxG 结构 ,是 判断 细 
胞 色素 P450 的 主要 标志 ( 朱 昌 亮 等 ,1999 ) 。 本 研 
究 克隆 得 到 的 CYP332419 和 CYP337B19 基因 ,其 
编码 蛋白 中 预测 到 含 P450 蛋白 质 家 族 结构 域 以 及 
高 度 保守 的 FxxGxxxCxG 结构 序列 。 此 外 , 同 源 建 

















1 491 bp ,推导 的 蛋白 质 序 列 分 别 含 505 和 496 NA 
基 酸 。 氮 基 酸 序列 比 对 分 析 结 果 表 明 , CYP332419 





模 结果 (图 2) 也 显示 出 CYP332A19 和 CYP337B19 
的 3D 结构 中 含有 这 些 P450 家 族 的 共同 特征 ,表明 
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这 两 个 基因 属于 细胞 色素 P450 基因 家 族 。 

解毒 酶 基因 在 不 同 生 长 发 育 阶 段 和 组 织 中 的 表 
达 模 式 ,在 一 定 程 度 上 可 以 暗示 基因 的 功能 ( 杨 雪 
清 , 2014) 。 为 深入 了 解 CYP332A19 和 CYP337B19 
基因 的 功能 ,我 们 采用 RT-qPCR 方法 分 析 了 这 两 个 
P450 基因 在 苹果 壹 蛾 中 的 时 空 表达 模式 。 结 果 表 
HH ,CYP332A19 和 CYP337B19 基因 在 苹果 老 蛾 的 卵 
期 幼虫 期 \ 肾 斯 和 成 虫 期 均 有 表达 ,其 表达 量 均 在 
卵 期 最 低 ,在 幼虫 期 高 表达 (图 4) 。 这 与 苹果 雷 蛾 
CYP9A61 基因 (Yang et al., 2017 ) 和 致 倦 库 蚊 Culex 
quinquefasciatus CYP4H34 和 CYP9MIO dS 
( Komagata et al., 2010) 的 表达 模式 相似 , 5; Cdi 
Locusta migratoria CYP6 FD3 随 龄 期 增长 先 升 高 后 降 
低 ,到 成 虫 期 降 至 最 低 的 表达 模式 (朱文 雅 等 ， 
2017) 相 异 。 组 织 特异 性 表达 模式 结果 表明 ,苹果 
Etfi CYP332A19 在 4 龄 幼虫 脂肪 体 中 的 表达 量 最 
高 ,而 CYP337B19 在 中 肠 中 表达 量 最 高 (图 5$) 。 由 
于 中 肠 是 昆虫 的 消化 器 官 ,脂肪 体 的 主要 功能 是 储 
存 能 量 以 及 对 外 界 有 毒物 质 的 代谢 ( 杨 雪 清 ， 
2014) ;在 这 两 个 组 织 中 高 表达 , HE SEE IRAE 
CYP332A19 和 CYP337B19 基因 可 能 参与 异 源 物质 
的 解毒 代谢 。 

已 有 一 些 研 究 表 明 , 昆虫 CYP332A 和 
CYP337B 亚 家 族 的 P450 基因 参与 植 食性 昆虫 对 植 
物 次 生物 质 和 杀 虫 剂 的 解毒 代谢 作用 。 例 如 ,六 星 
FTIR Z. filipendulae 中 隶属 同一 亚 家 族 的 CYP332A3 
参与 昆虫 对 植物 次 生物 质 氰 戌 的 代谢 作用 (Jensen 
et al., 2011) ;亚洲 棉铃 虫 H. armigera CYP337B3 能 
够 代谢 拟 除虫菊 酯 杀 虫 剂 氰 成 菊 酯 (JouBen et al., 
2012) 。 在 烟草 天 蛾 中 肠 中 高 表达 的 CYP33244 和 
CYP33245 基因 参与 异 源 物质 的 解毒 代谢 (Pauchet 
et al., 2010) 。 在 本 研究 中 ,苹果 震 蛾 CYP332419 
和 CYP337B19 基因 的 转录 水 平 被 果实 中 普遍 存在 
的 植物 次 生物 质 香 豆 素 和 榭 皮 素 诱导 表达 上 调 。 有 
意思 的 是 ,两 个 基因 受 不 同 次 生物 质 诱导 表达 上 调 
幅度 不 同 : 香 豆 素 诱 导 后 CYP332A19 基因 表达 水 平 
上 调 高 达 7. 06 倍 , 而 CYP337B19 仅 上 调 了 1. 99 
倍 ; tH , CYP337B19 被 榭 皮 素 诱导 后 表达 水 
平 上 调 了 6.40 倍 ,而 CYP332419 4x EJT 2.01 倍 
(图 6) 。 这 种 同一 植物 次 生物 质 对 不 同 P450 基因 
的 诱导 情况 有 所 不 同 的 现象 ,提示 P450 基因 在 应 对 
不 同 植物 次 生物 质 中 有 不 同 的 分 工 , 这 可 能 是 苹果 
寇 蛾 幼虫 为 适应 不 同 寄 主 植物 中 的 次 生物 质 而 产生 
的 一 种 适应 性 机 制 。 然 而 ,并 非 所 有 的 植物 次 生物 
质 都 可 以 诱导 植 食性 昆虫 P450 基因 的 表达 上 调 。 
例如 ,北美 黑 凤 蝶 已 polyxenes CYP6B1 对 花椒 毒素 

















































































































的 解毒 作用 受 哮 喃 色 酮 类 黄酮 和 生物 碱 等 植物 次 
生物 质 抑 制 (Wen et al., 2006) 。 棉 酚 使 亚洲 棉铃 虫 
H. armigera CYP9A12 和 CYP9A17 基因 在 中 肠 的 表 
达 水 平分 别 下 调 了 2.1 倍 和 1.9 fi (Zhou et al., 
2010), 

综 上 所 述 , 本 研究 克隆 了 苹果 喜 蛾 两 个 CYP3 
进化 枝 中 隶属 于 CYP332A 和 CYP337B 亚 家 族 的 
P450 基因 CYP332A19 和 CYP337B19 的 cDNA JY 
列 。 这 两 个 P450 基因 和 氨基酸 序 列 中 包含 昆虫 P450 
基因 典型 识别 特征 ,并 与 近 缘 昆虫 的 CYP332A 和 
CYP337B 亚 家 族 基 因 在 进化 树 上 聚 在 同一 枝 , 上 暗示 
它们 源 自 同一 祖先 。 进 一 步 的 基因 表达 分 析 研 究 结 
WHH ,CYP332A19 和 CYP337B19 可 能 参与 苹果 过 
峨 对 植物 次 生物 质 的 解毒 代谢 。 由 于 苹果 宕 蛾 体内 
核酸 降解 酶 (RNase) 对 dsRNA 的 降解 导致 RNA F 
扰 (RNAi) 效 果 不 佳 ( 黄 岳 , 2018) ,本 实验 室 目 前 仅 
成 功 干扰 了 一 个 CYP9A 亚 家 族 的 P450 基因 ， 
CYP332A19 和 CYP337B19 的 RNAi 有 待 推进 。 此 
外 ,这 两 个 P450 基因 在 异 源 物质 体外 代谢 中 的 功能 
也 有 待 进一步 验证 。 本 研究 结果 有 助 于 加 深 我 们 对 
苹果 窟 蛾 对 寄主 植物 中 化 学 防御 物质 胁迫 的 进化 策 
略 的 了 解 ,为 进一步 研究 这 两 个 基因 的 功能 提供 
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